SUOMEN MAATALOUSTIETEELLISEN SEURAN TIEDOTE NRO 23

Séailytettavan aineiston tautipuhdistus kryoterapialla

Qiaochun Wang"®, Jaana Laamanen?, Anna Nukari?, Marjatta Uosukainen?, Jenni Kesulahti*
ja Jari Valkonen®

1Kasvipatologian laboratorio, Soveltavan biologian laitos, PL 27, 00014 Helsingin yliopisto
2MTT, Kasvintuotannon tutkimus, Antinniementie 1, 41330 Vihtavuori
3College of Horticulture, North West Agricultural University, Yangling, Xhaanxi, P.R. China

Tiivistelma

Suvuttomasti lisattavat viljelykasvit ja monivuotiset koristekasvit ovat erityisen uhanalaisia virus-
tartunnoille, silld lisdystapa ja monivuotisuus ovat omiaan lisédmaan tartunnan riskid. Perunan, ryvas-
ja valkosipulin, vadelman ja monien muiden kasvien tuottavuus taantuu virusten takia, ellei viljelmia
uusita aika ajoin terveelld aineistolla. Koristekasvit puolestaan menettavét ndyttdvyytensd virusten
aiheuttamien oireiden ja kitukasvuisuuden takia ja sietdvéat sairaina huonommin muitakin stressejé.

Kylmasdilytys nestetypessa tunnetaan geenivarojen ylldpitomenetelménd, mutta se sopii myds
kasvupisteiden puhdistamiseen viruksista, jolloin sitd kutsutaan kryoterapiaksi. Tdmén tyon tavoittee-
na oli kayttd4 kryoterapiaa tervetaimien tuottamiseen viroottisesta vadelman jalostulinjasta, joka on
ominaisuuksiltaan lupaava mutta jota ei ole kuitenkaan pystytty puhdistamaan vadelman kaapitkasvu-
viruksesta (RBDV). Tdmé on estanyt jalosteen tuonnin markkinoille. Aluksi kryomenetelma optimoi-
tiin useille vadelmalajikkeille, jotta mahdollisimman suuri osuus kasvupisteista selviytyisi késittelysta.
Néilla olosuhteilla ei kuitenkaan saatu yhtddn virusvapaata kasvia. Seuraavaksi kokeiltiin termoterapi-
aa, joka on jo kauan tunnettu terveiden kasvien saantoa lisddvana menetelmand. Sek&an ei yksistaén
tuottanut terveitd taimia. Lopulta kokeiltiin kasvupisteiden késittelyd kryoterapialla termoterapian
jalkeen. Kryokasittelyn jalkeen kasvuun l&hteneistd kasvupisteistd kolmannes tuotti terveen taimen,
kun termoterapia kesti 28-36 vrk.

Kokeissa saatiin ensi kertaa viitteita siitd, mihin termoterapian vaikutus viruspuhdistuksessa pe-
rustuu. Sen havaittiin kiihdyttdvan virus-RNA:n hajotusta kasvupisteissd. Kryoterapia puolestaan
tuhosi lampokaésitellyista kasvupisteista kaikki muut paitsi véhiten erilaistuneet solut. Siten nama
menetelmét yhdistettyind tuhosivat suurimman osan viroottisista soluista. Jaljelle j&&neissakin
viroottisissa soluissa virus-RNA oli todennékdisesti suurelta osin hajonnut.

Puhdistettua materiaalia voidaan nyt kayttaa jatkokokeisiin ja uuden lajikkeen kaupallistami-
seen. Materiaalia voidaan siirtdd kryoterapiasta myos suoraan pitkaaikaisséilytykseen. Suomalaisesta
tervetaimituotannosta on tullut edelldkévija kryoterapian kaytossd puhtaan lisdys-aineiston tuottami-
seksi.
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Johdanto

Suvuttomasti lisattavat, monivuotiset puutarhakasvit kuten vadelma ovat erityisen uhanalaisia
virustartunnoille. Lisdystapa ja monivuotisuus ovat omiaan lisddmaén tartunnan riskid ja viruksien
yleistymista viljelmélla. Viljelmét on uusittava aika ajoin terveelld aineistolla. Tervettd materiaalia
tulisi olla tarjolla, mutta kasvien puhdistaminen viruksista ja yll&pito solukkoviljelyssd on aikaa
vievad, kallista eikd aina ongelmatonta. Jatkuva kasvatus ja monistaminen solukkoviljelyssa voivat
aiheuttaa perinnollisid muutoksia, mit4 joudutaan tarkkailemaan. Tehokkaampia menetelmia tarvitaan
niin kasvien puhdistamiseen taudinaiheuttajista kuin terveen kasvimateriaalin pitkdaikaissailytyk-
seenkin.

Elavien kasvupisteiden ja alkioiden kylmasdéilytys nestetypessé (-196°C) tunnetaan geenivarojen
yllapitomenetelménd, mutta se sopii myds kasvupisteiden puhdistamiseen viruksista, jolloin sitd
kutsutaan kryoterapiaksi. Kryoterapia vaikuttaa perinteistd meristeemiviljelyda tehokkaammalta
menetelméaltd terveen lisdysaineiston tuottamiseen viroottisista kasveista (Brison ym. 1997; Helliot
ym. 2002; Wang ym. 2003, 2006). Puhdistunut materiaali voidaan lisaksi siirtdd suoraan pitk&aikais-
séilytykseen.

MTT Kasvintuotannon tutkimus Laukaassa yllapitdd ominaisuuksiltaan varsin lupaavaa vadel-
man jalostuslinjaa, jota ei ole kuitenkaan saatu puhdistettua vadelman ka&pitkasvuviruksesta (RBDV).
Jalostuslinjan tuonti markkinoille on sen vuoksi estynyt. Taman tutkimuksen tarkoituksena oli tuottaa
virusvapaata aineistoa tasta jalostuslinjasta kryoterapian avulla. Samalla péatettiin tutkia mahdolli-
suutta tehostaa viruspuhdistusta entisestdan yhdistamall4 kryoterapia jo aiemmin tunnetun l&mp0-
késittelyn eli termoterapian kanssa.

Aineisto ja menetelmat

Kasvimateriaali

Vadelman kaapiokasvuviruksen tartuttamaa vadelmakloonia Z13 (Wang ym. 2005) monistettiin ja
kasvatettiin solukkoviljelyssd kasvatusalustalla (pH 5.0), joka koostui MS-suoloista (Murashige &
Skoog 1962) ja johon oli lisatty myoinositolia (100 mg), sakkaroosia (30 g) ja kasvuhormoneja (BAP,
0.5 mg; IBA, 0.05 mg). Lopuksi kasvatusalusta hyydytettiin Bacto-agarilla (3.5 g) (Difco Laborato-
ries, Madison, USA) ja Gelrite’lla (1.2 g) (Merck & Co. Inc., Rahway, NJ, USA) (mé&arét ilmoitettu
litraa kohti). Alusta steriloitiin autoklavoimalla (121°C, 16 min). Kasvatushuoneen lampétila oli 22 +
2°C, valojakso 16 h ja valon voimakkuus 45 pE s*m (loisteputkivalo).

Kryoterapia

Versojen Kkarjista eristettiin 0.1 mm (sis. nuorimman lehtiaiheen), 0.2 mm ja 0.3 mm (sis. kaksi
nuorinta lehtiaihetta) kokoisia kasvu-pisteitd. Niitd viljeltiin ensin em. kasvatusalustalla, johon oli
lisatty aktiivihiiltd 2.5 g/, ja sen jalkeen normaalilla perusalustalla. Kryoterapia tehtiin Wangin ym.
(2005) kuvaamalla tavalla. Versonkérjet kapseloitiin sekoittamalla ne Na-alginaattiliokseen (vakevyys
2.5 g/l), jossa oli MS-suoloja 4.4 g /I, glyserolia (2 M) ja sakkaroosia (0.4 M). Téssa liuoksessa
kasvupisteet pudotettiin pipetilld yksi kerrallaan 0.1 M CaCl, —liuokseen, jossa alginaatti muodosti
helmimaisia, kiinteita pisaroita. Jokainen niista sisalsi yhden kasvupisteen. Tdman jalkeen kapseloidut
versonkarjet siirrettiin steriilille suodatinpaperille, jonka paall& niiden annettiin kuivahtaa muutaman
sekunnin ajan. Valmiit kapselit siirrettiin ensimmaiselle esikasvatus-alustalle, joka sisélsi 4.4 g/l MS,
0.25 M sakkaroosia ja 2.6 g/l Gelriittia (pH 5.8). Vuorokauden kuluttua kapselit siirrettiin toiselle
esikasvatusalustalle, joka sisalsi 4.4 g/l MS, 0.50 M sakkaroosia seka 2.6 g/l Gelriittid (pH 5.8).
Jélleen vuorokauden kuluttua kapselit siirrettiin vuorokaudeksi kolmannelle ja viimeiselle esikasva-
tusalustalle, joka sisélsi 4.4 g/l MS, 0.75 M sakkaroosia ja 2.6 g/l Gelriittia (pH 5.8).
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Kapseloidut versonkarjet siirrettiin esikasvatuksen jalkeen latausliuokseen 90 minuutiksi
huoneenlampdoén. Latausliuos sisélsi 4.4 g/l MS, 2 M glyserolia ja 0.8 M sakkaroosia pH:n ollessa 5.8.
Latausliuoksesta kapselit siirrettiin steriilille suodatinpaperille, jonka paalla niiden annettiin kuivahtaa
muutaman sekunnin ajan. Seuraavaksi kapselit siirrettiin vitrifikaatioliuokseen (PVS2) 3 tunniksi
huoneenldampdon ja siitd 1.0 ml:n kryoputkiin (Nalgene Cryoware, Nalge Nunc International, NY),
jotka upotettiin nestetyppeen puoleksi tunniksi. Nestetypesta putket siirrettiin vesihauteeseen (+40°C)
3 minuutiksi. Tdmén jalkeen versonkérjet siirrettiin kryoputkista purkuliuokseen 20 minuutiksi
huoneenlampdon. Purkuliuos sisalsi 4.4 g/l MS ja 1 M sakkaroosia (pH 5.8). Kaikki kapselit siirrettiin
pintakuivauksen jalkeen ammoniumvapaille MS-maljoille, kdarittiin folioon ja vietiin kasvatushuo-
neeseen. Neljan vuorokauden kuluttua folio poistettiin.

Kryokasittelysta eldvind selviytyneet kasvupisteet tunnistettiin vihredsta véristddn 2 viikon
viljelyn jalkeen. Kasvuunlahtokykyisten (regeneroituvien) kasvupisteiden osuus méaaritettiin 6 viikon
kasvatuksen kuluttua. Y1i 3 mm mittaiset versot siirrettiin yll&pitoalustalle, jossa niité viljeltiin edelld
kuvattuun tapaan.

Termoterapia

Solukkoviljelytaimia kasvatettiin lampéhuoneessa 16 tunnin valojaksossa 21-42 vrk. Lampétila oli
paivélla 38°C ja yolla 26°C. Versoista eristettiin [ampokasittelyn jalkeen kasvupisteet viljeltavéksi ylla
mainitulla perusalustalla, tai kasvupisteille tehtiin kryokasittely.

Virustestaus

Taimista testattiin RBDV DAS-ELISA-menetelmalla tai kadnteiskopiointi-polymeraasiketjureaktiolla
(RT-PCR). Testaukseen kaytettiin  my0ds lineaariseen DNA-monistukseen kehitettyda LAMP-
menetelmé&é (Fukuta ym. 2003), joka on nopea eikd vaadi erityisid laitteita, toisin kuin RT-PCR.
LAMP-menetelméssd viruksen cDNA:ksi kopioitua genominosaa monistetaan vakioldmpétilassa
(65°C) tunnin ajan. Monistuminen eli ndytteen viroottisuus todetaan reaktioliuoksen samentumisen
perusteella (Mori ym. 2001). Muuta reaktioliuoksen analysointia tai mittaamista ei tarvita tuloksen
toteamiseksi.

Tulokset ja tulosten tarkastelu

Aluksi kryomenetelma optimoitiin useille vadelmalajikkeille, jotta mahdollisimman suuri osuus
kasvupisteistd selviytyisi késittelystd (Wang ym. 2005). Naill& olosuhteilla ei kuitenkaan saatu yht&én
RBDV:sta vapaata kasvia (Taulukko 1).

Seuraavaksi otettiin avuksi termoterapia, joka on kauan tunnettu menetelma viruspuhdistuksen
tehostamiseksi (Kassanis 1950). Solukkoviljelytaimia pidettiin péivittdisen valojakson ajan 38°C:ssa
ennen kuin niista eristettiin kasvupisteet. Kuitenkaan termoterapiakaan ei tuottanut terveitd taimia,
vaikka vasta-aineiden avulla havaittu viruspitoisuus véheni solukoissa huomattavasti lampokaésittelyn
aikana. Myds suurin osa virus-RNA:sta hajosi, mikéd osoitettiin analysoimalla eristettyd RNA:ta
kalvohybridisaatiomenetelmalld (Wang ym. 2007). RBDV paikannettiin lampokaésitellyissa karkikas-
vupisteissa tekemalld niistd ohutleikkeitd ja varjadmalld virusta sisaltdvat solut virusvasta-aineella
(Wang ym. 2007). Virusta oli yha etenkin ensimmaisessé lehtiaiheessa. Koska pieninkin karkikasvu-
piste (0.1 mm), joka pystyttiin eristdmaan, sisélsi ensimmaisen lehtiaiheen (Kuva 1), ndma tulokset
selittivat, miksi termoterapialla ei kyetty puhdistamaan kasveja RBDV:sta.

Kasvupisteiden kasittely kryoterapialla termoterapian jélkeen tuotti virusvapaita taimia. Eriste-
tyistd kasvupisteistd keskimaarin 5 %, tai, toisin ilmoitettuna, kasittelyjen jalkeen kasvuun lahteneisté
kasvupisteistda 33-35 % tuotti terveen taimen (Taulukko 1). Taha&n saantoon tarvittiin 28-36 vrk:n
mittainen termoterapia. Jos termoterapiaa jatkettiin kauemmin, kasvupisteiden elavyys heikkeni
lilaksi. Karkikasvupisteen solujen hienorakennetta tarkasteltiin elektronimikroskoopilla ennen
kryokasittelyd. Lampokaésittelyn todettiin johtaneen vakuolien mééran kasvuun sek& niiden suurentu-
miseen suhteessa solun kokonaistilavuuteen (Wang ym. 2007). Lisaksi solujen koko kasvoi. Naméa
muutokset olivat havaittavissa erilaistuneemmissa soluissa, kun taas karkikasvupisteen nuorimmissa
soluissa muutokset olivat hyvin vahaisia. Kryokasittelyn jalkeen tehdyissa histologisissa vérjayksissa
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havaittiin niiden solujen tuhoutuneen, jotka kokivat havaittavia muutoksia lampokasittelyn aikana.
Koska ndma solut olivat myds niitd, joissa virusta oli havaittavia maaria, péateltiin termo- ja kryo-
terapian yhteensd pystyneen tuhoamaan solukot, jotka sisalsivét virusta. Kuitenkaan aivan kaikki solut
eivat kuolleet ndissa erilaistuneemmissakaan solukoissa, kuten ensimmaisessa lehtiaiheessa. Se
selittanee, miksi lopulta vain noin kolmannes saaduista taimista oli virusvapaita (Taulukko 1).

Taulukko 1. Solukkoviljelytaimien lampdkasittelyn (termoterapian) keston vaikutus vadelman karkikasvupistei-
den selviytymiseen kryoterapiasta seka niiden puhdistumiseen vadelman kaapitkasvuviruksesta (RBDV).*

Versojen termoterapi-  Elavien kérkikasvupisteiden Kasvuun lahteneiden RBDV-vapaiden

an kesto (vrk) osuus kryoterapian jalkeen kérkikasvupisteiden osuus  taimien osuus kasvuun
(%) eloonjaaneista (%) lahteneistd (%)t

0 85a 78a 0

21 48b 60b 0

28 36¢ 40c 33

35 20d 30d 35

42 0 0 0

* Taulukossa esitetddn kahden kokeen keskiarvot. Kokeiden valill4 ei ollut merkitsevdd eroa. Molemmissa
kokeissa kunkin eripituisen termoterapiajakson jéalkeen eristettiin kolme 60 karkikasvupisteen erda. Eloonjaami-
nen arvioitiin 2 viikon kuluttua kryoterapiasta. Kasvuunlahto arvioitiin 6 viikkoa kryoterpian jalkeen. Sarakkeen
keskiarvot, jotka on merkitty eri kirjaimin, eroavat toisistaan merkitsevasti (p<0.05, Student’s t-test).

T Virus testattiin 2 kk ikdisisté solukkoviljelytaimista DAS-ELISA- ja/tai RT-LAMP-menetelmélla.

Kuva 1. Vadelman karkikasvupiste. Nuorin lehtiaihe (1) ja toiseksi nuorin lehtiaihe (2) siséltdvéat vadelman
ké&apidkasvuvirusta, samoin kuin muut kérkikasvupisteen erilaistuneemmat solukot. Kaikista nuorin, jakautuva ja
virusvapaa solukko on rengastettu.

Johtopaatokset

Termo- ja kryoterapian yhdistdminen osoittautui tissa tyossa tehokkaaksi keinoksi puhdistaa vadelma
kaapiokasvuviruksesta (RBDV). Menetelmdn vaiheet ja niihin kuluva aika on esitetty kaavamaisesti
kuvassa 2. Erilaistuneiden, virusta siséltdvien solukoiden stressaaminen lampokaésittelylla heikensi
niiden kykya sietdd syvajaadytysta, jolloin termoterapian jilkeen annettu kryoterapia tuhosi viroottiset
solukot lahes kokonaan. Niinpa kolmannes kasvuun lahteneista kasvupisteistd tuotti terveen taimen.
Tulos oli toistettavissa. Tdm& on merkittdvd parannus aiemmin kaytettyihin menetelmiin, joilla
RBDV:n tartuttamista vadelmista on saatu muutamia terveiti taimia vain satunnaisesti (Theiler-
Hedtrich & Baumann 1989; Lankes 1995; Karesova ym. 2002), mutta useimmiten ei lainkaan.
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Viroottisen vadelman siirto - Termoterapia - Kasvupisteiden (1 mm)

solukkoviljelykasvatukseen (28-35 vrk) eristdminen ja kryoterapia

(13-15 viikkoa) (6 vrk)

Viruspuhdistetut gma Taimien siirto ja 4= Kasvupisteiden toivuttaminen,

kasvit sopeuttaminen kasvihuoneeseen, kasvatus ja virustestaus
virustauksen uusinta (4 viikkoa) (10 viikkoa)

Kuva 2. Kaavio tydvaiheista sekd niihin kuluvasta ajasta viruspuhdistettujen vadelmien tuottamiseksi termo- ja
kryoterapian avulla. Kryoterapia ei lisdd merkittavésti viruspuhdistukseen kuluvaa kokonaisaikaa mutta tehostaa
viruspuhdistusta huomattavasti.

Kasvien viruspuhdistus kasvupistelisdyksen avulla otettiin kdyttdén Suomessa 1970-luvulla (Tapio
1972; Bremer & Ylimaki 1978). Useimpien virusten ja kasvien osalta perinteiset menetelmét ovat
kohtuullisen tehokkaita. Sen sijaan siitepdlylevintéisilla viruksilla, joihin RBDV kuuluu (Murant ym.
1974), on erityisen hyva kyky tartuttaa kasvupisteen solukot jo varhaisessa kehitysvaiheessa. Niin
pienen kasvupistekarjen leikkaaminen vadelmasta kasivaraisesti ei ole mahdollista, ettei siihen jéisi
RBDV:n tartuttamaa solukkoa. T&ssé tyossd kaytetyt kasittelyt sen sijaan hévittivat viroottiset solukot
karkikasvupisteestd eristdmisen jalkeen. Siten ei ole tarvettakaan eristdd kovin pienid kasvupisteen
kérkid, mikd helpottaa tyotd. Lisdksi, kryoterapia ei merkittdvasti pidennd viruspuhdistukseen
tarvittavaa aikaa, mutta tehostaa viruspuhdistusta huomattavasti. Téassa tyfssa kuvatun uuden
menetelmén voidaan odottaa tulevan kéyttoon kasvien viruspuhdistuksessa laajemminkin.
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